INTRODUCTION
Hepatitis C is a worldwide disease that affects 1-3% of the population, depending on geographical areas. In Spain its prevalence has been estimated around 2% (1) . The knowledge of fibrosis stage is very useful in the management of patients with hepatitis C, as it allows to value need of treatment, and to establish a prognosis. Although liver percutaneous biopsy continues to be the only diagnostic method that delimits fibrosis, new non-invasive models have been designed, based both in biochemical and imaging technologies. Biochemical models can be classified in four types: a) models using parameters obtained in clinical practice [Forns' : (platelets, GGT, cholesterol and age) (2) and APRI index: (platelets and AST)] (3); b) models including biochemical parameters not measured in clinical practice [Fibrotest (alpha 2 macroglobulin, apolipoprotein A1, haptoglobin, GGT, and total bilirubin)] (4); c) indexes including markers of fibrogenesis such as peptide-procollagen III, hyaluronic acid, and YKL-40 (5,6); and d) models using parameters obtained by means of proteomic approaches for the study of glycoproteins (7) . Hepatitis C promotes the development of insulin resistance, probably because of a direct effect of the virus on the intracellular insulin signaling pathway (8) . Besides, the role of insulin resistance has been stated in the progression of disease (9) . In euglycemic patients the calculation of HOMA's index allows to quantify insulin resistance. A correlation between fibrosis and insulin resistance has been demonstrated (10) . A group from the University of Sydney (11) proposed a non-invasive model for fibrosis prediction that included insulin resistance together with age, AST, cholesterol, and alcohol use. This Sydney model has demonstrated a high capacity for fibrosis prediction in patients with hepatitis C. In view of the enormous interest that non-invasive methods have for standard clinical practice, we designed the present study to validate the usefulness of Sydney's index in a group of patients with hepatitis C in our Unit.
PATIENTS AND METHODS
We reviewed the medical records of 131 patients with chronic hepatitis C submitted to percutaneous hepatic biopsy between 1999 and 2003 in the Unit of Hepatology of Valme University Hospital, of which there were available data regarding platelets, AST, cholesterol, age, gamma-glutamyl-transpeptidase (GGT), HOMA-IR, and information on the degree of alcohol consumption at the time of liver biopsy. They all had anti-HCV and positive HCV RNA. No patient was an AgHBs or anti-HIV carrier, or had any previous antiviral treatment. It was a series of 78 men and 53 women with a mean age of 40 ± 11 . Genotype 1: 56 (42.7%); genotype 2/3: 25 (19.1%), and an unknown genotype in 50 (38.2%). The stage of fibrosis was evaluated between F0 and F4 using Scheuer's classification (12) . All biopsies were evaluated by the same pathologist, who selected those with an optimal size. The average number of portal tracts was 10 ± 2. Patients were classified according to fibrosis into three groups: mild fibrosis (F0-F1), advanced fibrosis (F3-F4), and significant fibrosis (F2-F3-F4). We calculated insulin resistance using the HOMA (Homeostasis Model Assessment test) = insulin (mU/ml) * glucemia (mMol/L)/22.5. All biochemical parameters, histologic information, HOMA-IR, and alcohol consumption for the 131-patient sample are listed in Table I . We reviewed the medical records and gathered information about GGT, age, cholesterol, and platelets to calculate Forns's index according to the formula: [7. * 100]. AST normal value was 37 U/L, and platelets normal value was 142.000 platelets/microliter for our laboratory. 
Statistical analysis
We calculated Forns', APRI, and Sydney indexes for each patient. We analyzed the ability to predict mild fibrosis (F0-F1) and to confirm advanced fibrosis (F3-F4) by means of the ROC curve. In addition, using the Epidat 3.0 (Xunta of Galicia, Santiago de Compostela, Spain) software program we calculated the sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative predictive value, as well as the 95% confidence interval, of every parameter for each cutoff value in the exclusion of significant fibrosis and the detection of advanced fibrosis. Using the SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, IL) program we performed a 
RESULTS
We detected a correlation between each of the indexes and fibrosis: Forns' index (r = 0.46; p < 0.001), APRI index (r = 0.48; p < 0.001), and Sydney index (r = 0.59; p < 0.001).
Usefulness of the three methods in the prediction of absence of significant fibrosis (F0-F1)
The analysis by means of the ROC curve demonstrated that the area under the curve of the Sydney index regarding diagnostic capacity for absence of significant fibrosis is higher than that of the other two models (Sydney's index AUC = 0.80), whereas Forns' and APRI models had a similar diagnostic capacity with an AUC of 0.71 and 0.70, respectively (Fig. 1) . The model from Sydney reached a negative predictive value for significant fibrosis of 74%, so in 54 patients we detected a Sydney index lower than 0.2 and, out of them, 40 (74%) had F0-F1 fibrosis. Therefore, Forns' model reached a negative predictive value for significant fibrosis of 72%, since out of 46 patients with a Forns' index < 4.2, 33 cases (72%) had F0-F1 fibrosis, and the APRI model reached a negative predictive value for significant fibrosis of 67%, so that of 37 patients with an APRI index < 0.5, 25 had non-significant fibrosis.
Usefulness of the three methods in the prediction of advanced fibrosis (F3-F4)
The area under the ROC curve of the diagnosis of advanced fibrosis was 0.88 for the Sydney index, and 0.83 and 0.82 for Forns' and APRI indices, respectively (Fig. 2) . Patients with a result above 0.9 in the Sydney index showed a positive predictive value of advanced fibrosis of 73%, since 10 out of 15 patients with a Sydney result > 0.9 had advanced fibrosis (F3-F4); a Forns' index > 6.9 demonstrated a positive predictive value of 75.2%, since out of 16 patients with a Forns' score > 6.9, 12 cases were showing fibrosis (F3-F4). Patients who had an APRI > 1.5 showed a positive predictive value of advanced fibrosis of only 55%, since of 27 patients with an APRI index > 1.5, only 15 had fibrosis (F3-F4).
Relationship between fibrosis and the included variables
Univariate analysis:
To analyze the weight of every variable we performed a linear regression between fibrosis and each of the studied parameters. We found a correlation between fibrosis and insulin resistance (r = 0.37; p < 0.001), age (r = 0.43; p < 0.001), alcohol use (r = 0.22; p = 0.013), number of platelets (r = -0.45; p < 0.001), AST (r = 0.35; p < 0.001), and GGT (r = 0.33; p < 0.001); however, we found no correlation with cholesterol levels (r = 0.06; p = 0.37). (Table II) .
DISCUSSION
Determining the Sydney index in patients with hepatitis C slightly improves the yield of methods such as Forns' or APRI, although this improvement is very small and stays far from clinical and statistical significance. The main problems of non-invasive methods for fibrosis prediction in hepatitis C remain unsolved after the incorporation of insulin resistance in the model, and despite its narrow association with fibrosis. The most important limitations detected in the validation studies of the various non-invasive methods for fibrosis prediction in hepatitis C are: a) on the one hand, between a third and half of patients have intermediate values in which we cannot predict fibrosis; b) the negative predictive value of significant fibrosis is clearly below that reported by authors in their validation series, and stay far from the requirable quality standards (> 85%). Forns' index conveyed a NPV of 96% that decreased to 71.4% in a subsequent group. Also, APRI fell from 86 to 72.4% (13) and in the current study, the Sydney index had NPV for significant fibrosis of 70%, in contrast to the 93% reported by the authors. These discrepancies could be explained by the different statistical power and the prior prevalence of fibrosis in the reported studies. Besides, most methods separate well advanced fibrosis (F3-F4) from stage-2 fibrosis. However, the ability to separate F1 from F2 is still suboptimal; and c) in the multivariate analyses leading to the design of the formula to calculate these indexes variables such as cholesterol are still included, which in our cohort are not related to fibrosis. For all this, though this is an area of great interest for the practice of medicine, these limitations do not seem to be corrected by the incorporation of markers of fibrogenesis (14) or markers related to fibrosis such as insulin resistance.
Fibrosis staging in patients diagnosed with hepatitis C is clinically relevant, as it allows us to determine the prognosis, as well as the need to receive treatment. Nowadays, percutaneous hepatic biopsy with echographic control continues to be the gold standard to delimit fibrosis stages. Liver biopsy has a number of limitations, among which intra-(15) and inter-observer (16) variability must be emphasized -the sample error that can miss a cirrhosis diagnosis in 15 to 20% of cases (17) . In a group of 124 patients with hepatitis C submitted to laparoscopy with biopsy collection from both hepatic lobes, it was verified that in one third of cases a difference in stage between biopsies was detected, and that in 15% of cases liver cirrhosis was confirmed in only one lobe (18) .
Recently, it has been stated that sample size is very important for fibrosis staging reproducibility. In small biopsies, the pathologist tends to underestimate fibrosis, whereas in biopsies greater than 25 mm the valuation of fibrosis is more reproducible (19, 20) . Nevertheless, this increase in sample size also increases the risk of complications. Anyway the risk of suffering a motor vehicle accident on the way to hospital is thought to be higher than mortality in relation to liver biopsy (http: //www.dgt.es/).
Diagnostic possibilities when using these non-invasive predictive models of fibrosis improve with the use of a combination of several models. Considering patients with genotype 1, using Forns' score together with APRI allows to improve the negative predictive value for significant fibrosis up to 82% (13) . This figure is supported by a better result obtained using the Fibrotest together with elastography (21) . Due to the limitations of biochemical methods, new image techniques are being developed for the estimation of hepatic fibrosis. The use of transient elastography is a promising method that has been validated in external groups (22) . Moreover, the optical analysis of computerized tomography liver images from patients with hepatitis C allows to assess the stage of liver fibrosis (23) .
The ideal diagnostic method for liver fibrosis must be simple, cheap, safe, and non-invasive. In a validation study including 1,252 patients, a PPV of 58.2% for advanced fibrosis was reported using Forns' method, versus 75.2% as obtained in the current study. Similarly, in the current study, as reported by Iacobellis et al. (24) , PPV was 55% for advanced fibrosis using the APRI index. These figures would confirm a drop in the performance of these tests in validation studies.
In conclusion, the development of simple models including biochemical parameters used in regular clinical practice permits to predict liver fibrosis in patients with hepatitis C. Nevertheless, further improvement of these methods is still needed, as results are suboptimal and fibrosis assessment has a deep impact on the management of patients with chronic hepatitis C. 
RESUMEN
Introducción: la resistencia a la insulina (RI) promueve la progresión de la fibrosis y disminuye la respuesta al tratamiento en pacientes con hepatitis C. Recientemente, se ha propuesto el índi-ce de Sidney como método no invasivo de predicción de la fibrosis que incluye la RI.
Objetivo: valorar la utilidad del índice de Sidney en la predicUna parte de este trabajo fue presentado como comunicación oral en el LXIV Congreso de la Sociedad Española de Patología Digestiva, siendo galardonada con el premio a la mejor comunicación Clínica.
Estudio Financiado con los proyectos de investigación 43/03 y 102/04 de la Consejería de Salud de la Junta de Andalucía, así como el Plan Andaluz de Investigación CTS-532. Resultados: el área bajo la curva de la capacidad diagnóstica
Conclusiones: la inclusión de la resistencia a la insulina en la predicción de fibrosis avanzada o exclusión de fibrosis significativa mejora ligeramente el rendimiento de otros índices. No obstante, los resultados son subóptimos y más de un tercio de los pacientes no podrían ser clasificados correctamente. 
INTRODUCCIÓN
La hepatitis C es una enfermedad de distribución mundial que afecta a 1-3 de cada 100 personas. No obstante, estas cifras varían dependiendo del área geográfica. En España se estima una prevalencia que oscila en torno al 2% (1). El conocimento del estadio de fibrosis es de gran utilidad en el manejo del paciente con hepatitis C ya que permite valorar la necesidad de tratamiento y establecer el pronóstico. Aunque la biopsia hepática percutánea sigue siendo la única prueba diagnóstica que delimita la fibrosis, se han diseñado modelos no invasivos predictivos de fibrosis hepática tanto bioquímicos como basados en técnicas de imagen. Los modelos bioquímicos se pueden clasificar en cuatro tipos: a) modelos que utilizan pará-metros obtenidos en la práctica clínica habitual [índice de Forns: (plaquetas, GGT, colesterol y edad) (2) e índice APRI: (plaquetas y AST)] (3); b) modelos que incluyen parámetros bioquímicos no determinados en la práctica habitual [Fibrotest (alfa-2 macroglobulina, apolipoproteí-na-A1, haptoglobina, GGT y bilirrubina total)] (4); c) ín-dices que incluyen marcadores de fibrogénesis como el péptido procolágeno III, ácido hialurónico, o el YKL-40 (5,6); y d) modelos que utilizan parámetros obtenidos mediante abordaje proteómico para el estudio de las glicoproteínas (7) .
La hepatitis C promueve el desarrollo de resistencia insulínica, probablemente por el efecto directo del virus sobre la señalización intracelular de la insulina (8) . Además, se ha constatado el papel de la resistencia a la insulina en la progresión de la enfermedad (9) . En pacientes euglucémicos el cálculo del índice de HOMA permite cuantificar la resistencia a la insulina. Se ha demostrado una correlación entre la fibrosis y la resistencia insulínica medida por el índice de HOMA-IR (10). Un grupo de la universidad de Sidney (11) ha propuesto un modelo no invasivo de predicción de la fibrosis que incluye la resistencia a la insulina junto con la edad, AST, colesterol y consumo de alcohol. Este modelo de Sidney ha demostrado una alta capacidad de predicción de fibrosis en pacientes con hepatitis C. Dado el enorme interés que los méto-dos no invasivos presentan para la práctica clínica habitual, hemos diseñado el presente estudio para validar la utilidad del índice de Sidney en una cohorte de pacientes con hepatitis C atendidos en nuestra Unidad.
PACIENTES Y MÉTODOS
Revisamos las historias clínicas de 131 pacientes con hepatitis crónica C sometidos a biopsia hepática percutá-nea entre 1999 y 2003 en la Unidad de Hepatología del Hospital Universitario de Valme y de los que disponía-mos de datos de plaquetas, AST, colesterol, edad, gamma-glutamil-transpeptidasa (GGT), HOMA-IR y sobre el grado de consumo de alcohol en el momento de la biopsia hepática. Todos presentaban antiVHC y ARN VHC positivos. Ningún paciente era portador de AgHBs ni anti-VIH ni había recibido tratamiento antiviral previo. Se trataba de una serie con 78 hombres y 53 mujeres con una edad media de 40 ± 11 años (22-67). Presentaban genotipo 1: 56 (42,7%), genotipo 2/3: 25 (19,1%) y no se conocía genotipo en 50 (38,2%). El estadio de fibrosis se valoró entre F0 y F4 usando la clasificación de Scheuer (12) . Todas las biopsias fueron evaluadas por el mismo patólogo, que seleccionó las biopsias que mostraban un tamaño suficiente para la valoración de la fibrosis. El nú-mero de espacios porta fue de 10 ± 2. Denominamos la fibrosis utilizando tres términos: fibrosis leve (F0-F1), fibrosis avanzada (F3-F4) y fibrosis significativa (F2-F3-F4 ). Calculamos el índice de resistencia a la insulina utilizando el test de HOMA (Homeostasis Model Assessment) = insulina (mU/ml) * glucemia (mmol/L)/22,5. Todos los datos bioquímicos incluidos, histológicos, así como el HOMA-IR y el consumo de alcohol de la muestra de 131 pacientes quedan recogidos en la tabla I. Revi-samos las historias clínicas y recogimos los datos de GGT, edad, colesterol y plaquetas para calcular el índice de Forns según la fórmula: [7,811-3, 
Análisis estadístico
Calculamos el índice de Forns, el índice APRI y el ín-dice de Sidney para cada paciente. Analizamos la capacidad de predecir fibrosis leve (F0-F1) y de confirmar fibrosis avanzada (F3-F4) mediante curva ROC. Así también, utilizando el programa Epidat 3.0 (Xunta de Galicia, Santiago de Compostela, España) calculamos la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, así como el intervalo de confianza al 95% de cada parámetro para cada punto de corte en la exclusión de fibrosis significativa y la detección de fibrosis avanzada. Utilizando el SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, IL) realizamos un estudio multivariante para analizar el papel de cada una de las variables en la predicción de fibrosis leve. Presentamos los datos como la media + la desviación estándar. Consideramos significativa una p < 0,05.
RESULTADOS
Detectamos correlación entre cada uno de los índices y la fibrosis: índice de Forns (r = 0,46; p < 0,001), como el índice APRI (r = 0,48; p < 0,001) y el índice de Sidney (r = 0,59; p < 0,001).
Utilidad de los tres métodos en la predicción de ausencia de fibrosis significativa (F0-F1)
El análisis mediante curva ROC demostró que el área bajo la curva del índice Sidney en cuanto a la capacidad diagnóstica de ausencia de fibrosis significativa es superior a los otros dos modelos (Sidney presenta un AUC 0,80) mientras que los modelos Forns y APRI presentaron una capacidad diagnóstica similar entre sí con AUC 0,71 y 0,70 respectivamente (Fig. 1) . El modelo de Sidney alcanzó un valor predictivo negativo de fibrosis significativa del 74% (IC 95%), de forma que en 54 pacientes detectamos un índice de Sidney inferior a 0,2 y de ellos 40 (74%) presentaban fibrosis F0-F1. Así también, el modelo Forns alcanzó un valor predictivo negativo de fibrosis significativa del 72% (IC 95%) ya que de los 46 pacientes con un índice Forns < 4,2 presentaban fibrosis F0-F1 33 casos (72%) y el modelo de APRI alcanzó un valor predictivo negativo de fibrosis significativa del 67%, de tal forma que en 37 pacientes con un índice de APRI < 0,5 presentaban fibrosis no significativa 25 casos.
Utilidad de los tres métodos en la predicción de fibrosis avanzada (F3-F4)
El área bajo la curva ROC para el diagnóstico de fibrosis avanzada fue de 0,88 para el índice de Sidney y 0,83 y 0,82 para los índices de Forns y APRI respectivamente (Fig. 2) . Los pacientes con un resultado superior a 0,9 en el índice de Sidney mostraron un valor predictivo positivo de fibrosis avanzada del 73% ya que 10 de 15 pacientes con un resultado Sidney > 0,9 presentaban fibrosis avanzada F3-F4 frente al índice Forns > 6,9 demostró un 
Relación entre la fibrosis y las variables incluidas

Análisis univariante
Para analizar el peso de cada variable realizamos una regresión lineal entre la fibrosis y cada uno de los paráme-tros estudiados. Encontramos correlación entre la fibrosis y la resistencia a la insulina (r = 0,37; p < 0,001), la edad (r = 0,43; p < 0,001), el consumo de alcohol (r = 0,22; p = 0,013), la cifra de plaquetas (r = -0,45; p < 0,001), AST (r = 0,35; p < 0,001), GGT (r = 0,33; p < 0,001), en cambio no encontramos correlación con los niveles de colesterol (r = 0,06; p = 0,37).
Análisis multivariante
En el análisis multivariante se configuró un modelo de regresión lineal múltiple (r 2 = 0,36) en el que se definieron como variables independientes de predicción de fibrosis: la edad (p = 0,006), la cifra de plaquetas (p = 0,001), AST (p = 0,006) y HOMA-IR (p = 0,02) (Tabla II).
DISCUSIÓN
La determinación del índice de Sidney en pacientes con hepatitis C mejora ligeramente el rendimiento de mé-todos como el índice de Forns o el índice APRI, aunque la mejoría es muy ligera y queda lejos de la significación clínica y estadística. Los principales problemas de los métodos no invasivos para la predicción de la fibrosis en la hepatitis C persisten sin resolver tras la inclusión de la resistencia a la insulina en el modelo y a pesar de su estrecha asociación con la fibrosis. Las limitaciones más importantes detectadas en los estudios de validación de los diferentes métodos no invasivos de predicción de la fibrosis en la hepatitis C comunicados son: a) por un lado, entre un tercio y la mitad de los pacientes presentan valores intermedios en los que no podemos predecir fibrosis; b) el valor predictivo negativo de fibrosis significativa es claramente inferior al referido por los autores en sus series de validación y quedan lejos de los estándares de calidad exigibles (> 85%). El índice de Forns comunicó un VPN del 96% que descendió al 71,4% en una cohorte posterior. Así también el índice APRI descendió del 86 al 72,4% (13) . En el presente estudio el índice de Sidney presentó un VPN de fibrosis significativa del 70% frente al 93% comunicado por sus autores. Estas discrepancias podrían explicarse por el diferente poder estadistico de los estudios publicados, ya que con series inferiores a 200 casos los resultados pueden no ser reproducibles. Por otro lado, la prevalencia pre-prueba de fibrosis puede influir directamente en la capacidad diagnóstica de un método no invasivo. Además, la mayoría de los méto-dos separan bien la fibrosis avanzada (F3-F4) de la fibrosis estadio < 2, en cambio, la capacidad de diferenciar F1 de F2 sigue siendo subóptima; y c) en los análisis multivariantes que dan pie al diseño de las fórmulas que permiten calcular los índices, siguen incluyendo variables que en nuestra cohorte no se encuentran relacionadas con la fibrosis como el colesterol. Por todo ello, aunque es un área de gran interés para la práctica de la medicina estas limitaciones no parecen subsanarse con la inclusión de marcadores de fibrogénesis (14) o de marcadores relacionados con la fibrosis como la resistencia a la insulina.
La determinación del estadio de fibrosis en pacientes diagnosticados de hepatitis C es de gran relevancia clíni-ca ya que nos permite determinar el pronóstico de la enfermedad, así como la necesidad de instaurar un tratamiento. Actualmente, la biopsia hepática percutánea con control ecográfico sigue siendo la prueba diagnóstica por excelencia para delimitar el estadio de fibrosis. La biopsia hepática presenta una serie de limitaciones entre las que destacan la variabilidad intra-(15) e interobservador (16); el error de muestra que puede impedir el diagnósti-co de cirrosis hasta en un 15-20% de los casos (17) . En un grupo de 124 pacientes con hepatitis C sometidos a laparoscopia con toma de dos biopsias hepáticas, una de cada lóbulo, se pudo comprobar que en un tercio de los casos se detectaba un estadio de diferencia entre biopsias y que en el 15% de los casos se comprobaba cirrosis hepática en uno sólo de los lóbulos (18) . Recientemente se ha constatado que el tamaño de la muestra es muy importante en la reproducibilidad del estadiaje de fibrosis. En biopsias pequeñas el patólogo tiende a subestimar la fibrosis, mientras que en biopsias de más de 25 mm, la valoración de la fibrosis es más reproducible (19, 20) . No obstante, este aumento del tamaño de la muestra podría aumentar el riesgo de complicaciones. De todas formas, se estima que el riesgo de sufrir un accidente de tráfico en el desplazamiento al hospital es superior a la mortalidad por biopsia hepática (http://www.dgt.es/). Las posibilidades diagnósticas de estos modelos no invasivos predictivos de fibrosis mejoran con el uso combinado de varios modelos. En pacientes con genotipo 1 el uso conjunto del índice Forns y APRI permite mejorar el valor predictivo negativo de fibrosis significativa hasta el 82% (13) . Esta aproximación se ha visto avalada por el hecho de que el Fibrotest y el estudio de la elasticidad hepática medida por ultrasonidos generan mejores resultados que el uso de cada técnica por separado (21) . Ante las limitaciones de los métodos bioquímicos se están desarrollando técnicas de imagen para el cálculo de la fibrosis. El uso de la elastografía transitoria es un método prometedor que ha sido validado en cohortes externas (22) . Así también, el análisis óptico de imágenes de tomografía computerizada de hígado de pacientes con hepatitis C permite conocer el estadio de fibrosis hepática (23) .
El método diagnóstico de fibrosis hepática ideal debe ser simple, barato, seguro y no invasivo. En un estudio de validación incluyendo 1.252 pacientes se comprobó que el valor predictivo positivo de fibrosis avanzada del método de Forns fue del 58,2% en comparación con el 75,2% de nuestro estudio y así también, el valor predictivo positivo de fibrosis avanzada del índice APRI fue del 55% tanto en este estudio como en el trabajo de Iacobellis y cols. (24) . Lo que parece confirmar un descenso del rendimiento de estos tests en los estudios de validación.
En conclusión, el desarrollo de modelos simples incluyendo parámetros bioquímicos utilizados en la práctica clínica habitual, permite predecir la fibrosis hepática en pacientes con hepatitis C. No obstante, es necesario seguir trabajando en la mejora de estos métodos ya que los resultados no son óptimos y el conocimiento de la fibrosis tiene un gran impacto en el manejo del paciente con hepatitis crónica C.
